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 فصلنامه گياهان دارويي

 

 
  

  

 اكسايشي استرس  بر (.Melissa officinalis L)بررسي اثرات حفاظتي عصاره گياه بادرنجبويه

  PC12 هاي در سلول) 25 - 35(بتا آميلوئيد ايجاد شده توسط پپتيد 
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 4پور مهدي هما حاجي ،3 مسعود سليماني،*

  

  

 ، تهراندانشگاه تربيت مدرس نشكده پزشكي،شناسي، دا  سم، گروهدانشجوي كارشناسي ارشد -1
 ، تهراندانشگاه تربيت مدرس زشكي،پدانشكده  شناسي، گروه سم استاديار، -2
 ، تهراندانشگاه تربيت مدرس شناسي و بانك خون، دانشكده پزشكي، گروه خون استاديار، -3
  ، تهرانشتيد بهياستاديار، گروه داروسازي سنتي، دانشكده طب سنتي، دانشگاه علوم پزشكي شه -4
  شناسي سم گروه دانشكده پزشكي، دانشگاه تربيت مدرس، احمد، آل بلوار جلال تهران، :مكاتبهدرس آ*

  )021 (82884549:  و نمابرتلفن
  soodi@modares.ac.ir: پست الكترونيك

  

  18/5/90 :تاريخ تصويب                                    8/12/89: تاريخ دريافت

  چكيده
  

و مرگ سـلول    اكسايشياسترس و باعث  است(AD) در مغز مشخصه اصلي بيماري آلزايمر  (Aβ) بتا آميلوئيد تجمع پپتيد:مقدمه

اين گياه در طب     .شناخته شده است   اكسايشي   هاي ثر در پيشگيري از آسيب    ؤ گياه بادرنجبويه به عنوان يك عامل م       .شود عصبي مي 

  .گيرد مورد استفاده قرار مي اشي از اختلالات عصبيهاي ن در بيماري  ودهنده حافظه سنتي به عنوان افزايش

   .كند  را بررسي مي آنپاد اكسايشي و مكانيسم Aβبر سميت سلولي ناشي از پپتيد  گياه بادرنجبويه عصاره اتانولي ثيرأ اين مطالعه ت:هدف

 .گيـري شـد    عـصاره  درصـد 80نول  حلال اتافاده از تبا اس   و  گياه بادرنجبويه با روش ماسراسيون    سرشاخه هوايي    :بررسيروش  

سـميت سـلولي و   . ره انكوبـه شـدند  هـاي مختلـف عـصا    غلظـت  بـا  ،به محيط كشت Aβ قبل از اضافه كردن  PC12  هاي سلول

 فعاليـت گلوتـاتيون      و  ميـزان پراكـسيداسيون ليپيـد      ،  (ROS)  اكـسيژن  هاي فعال  گونهتوليد  شامل    استرس اكسايشي   ماركرهايبيو

   .گيري شدند اندازه به محيط كشت  Aβ اضافه كردن  بعد از ساعت24 ،پراكسيداز

 ، (ROS)د كـه بـا افـزايش    شـو  هـا مـي   داري باعث مرگ ايـن سـلول   يمعن طوره ب  Aβ  باPC12هاي   مواجهه شدن سلول:نتايج

داري باعث  يمعن طوره  بهگياه بادرنجبويمواجهه قبلي با  .باشد همراه مي  فعاليت گلوتاتيون پراكسيداز و كاهشپراكسيداسيون ليپيد

  .كند مهار مي را Aβ  تغييرات بيوماركرهاي استرس اكسايشي ناشي از شده و Aβ  از سميت PC12 هاي  محافظت سلول

 از طريـق مهـار مـسيرهاي اسـترس       Aβوسيله  ه  باعث جلوگيري از سميت عصبي القا شده ب        عصاره گياه بادرنجبويه     :گيري نتيجه

  .باشد بيماري آلزايمراند كانديدي براي درمان تو د و ميشو اكسايشي مي
  

  ، بادرنجبويه  اكسايشيآميلوئيد، استرس  آلزايمر، پپتيد بتا:گل واژگان
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  يازدهم، دوره دوم، اهان دارويي، سال فصلنامه گي

  1391شماره مسلسل چهل و دوم، بهار 

 

. ..بررسي اثرات حفاظتي عصاره   

 

  مقدمه

ترين اختلال عصبي پيشرونده  شايع  (AD)بيماري آلزايمر
مرتبط با سن است كه به عنوان يك عامل ايجادكننده زوال عقلي 

زوال عقل با كاهش . گيرد ميدر سالخوردگي مورد توجه قرار 
هاي هوشي و شناختي، اختلال در حافظه، تفكر  شديد توانايي

مشخصه . ]1[ انتزاعي و تغيير شخصيت همراه است
هاي  هاي پيري و كلاف شناسي اين بيماري پلاك آسيب

عنصر اصلي  .باشد ي م)Neurofibrillary tangles(نروفيبريلار 
ئيد تجمع يافته است و بررسي آميلو بتا هاي پيري پپتيد پلاك

دهد  اين بيماران بعد از مرگ نشان مي ميكروسكوپيك بافت مغز
 در مغز مشخصه و ويژگي آميلوئيد بتا كه تجمع فزاينده پپتيد

آميلوئيد از شكسته شدن  بتا پپتيد. باشد اصلي بيماري آلزايمر مي
هاي  وسيله آنزيمه ب (APP) آميلوئيد  ساز بتا پروتئين پيش 

طبيعي  متابوليسم غير .شود سكرتاز ايجاد مي سكرتاز و گاما بتا
 ،آميلوئيد بتا طبيعي پپتيد آميلوئيد و توليد غير ساز بتا پروتئين پيش

هاي عصبي در مغز اين  تجمع و رسوب آن باعث مرگ سلول
همچنين مطالعات نشان داده است كه اضافه  .شود بيماران مي

هاي عصبي  ع يافته به كشت سلولآميلوئيد تجم بتا پپتيدكردن 
ه هاي آسيب عصبي القا شده ب  مكانيسم.شود باعث مرگ آنها مي

هاي فعال اكسيژن و  آميلوئيد شامل توليد گونه وسيله پپتيد بتا
آسيب  ،افزايش كلسيم داخل سلولياكسايشي، ايجاد استرس 

 تغييرات اسكلت سلولي از ،ميتوكندري و تخليه انرژي سلول
هاي التهابي   پاسخيفسفريله شدن پروتئين تاو و القارهيپطريق 

در نهايت   سيناپس ويبها منجر به تخر اين مكانيسم. باشند مي
ها از طريق فعال شدن مسيرهاي مرگ  باعث از بين رفتن نرون

  .]2 [شوند سلولي آپاپتوتيك يا نكروتيك مي

 نقش پراهميتي در ايجاد و پيشرفت اكسايشي استرس
اي پيشنهاد  شواهد گسترده. كند بيماري آلزايمر ايفا ميپاتولوژي 

  اكسيژنفعالهاي  واسطه گونهه  باكسايشيد كه آسيب كن مي

(ROS)ها و اسيدهاي نوكلئيك در  ها، پروتئين  در چربي
به عنوان بخشي از اثرات . دهد بيماري آلزايمر رخ مي

  ه يي بها آميلوئيد حداقل در قسمت بتا سميت پپتيد، نوروتوكسيك
  

  

هاي   از اينرو تلاش.]3 [شود هاي آزاد ايجاد مي واسطه راديكال
هاي آزاد يا جلوگيري از توليد آنها  درماني كه به حذف راديكال

در نتيجه . تواند در بيماري آلزايمر مفيد باشد كند مي كمك مي
 درماني در درمان  راه كار به عنوان يكپاد اكسايندهتركيبات 

آميلوئيد و بهبود نتايج  بتا وسيله پپتيده  شده بسميت عصبي القا
  .]4،5[عصبي در بيماري آلزايمر معرفي شده است 

هاي كولينرژيك در ناحيه  همچنين در بيماري آلزايمر نورون
Basal forebrainروند كه منجر به   به تدريج از بين مي

به همين علت . ]6 [شود اختلال حافظه در اين بيماران مي
اكنون براي كنترل اين بيماري  يد شده كه همأيتداروهاي 

 داروهاي مهاركننده آنزيم كولين استراز ،شوند استفاده مي
شوند  م بيماري ميياين داروها باعث بهبودي علا. ]7 [هستند

بنابراين تركيباتي  .كنند جلوگيري نميفت بيماري  ولي از پيشر
ثير أ شوند تآميلوئيد كه بتوانند از چند مسير مانع سميت بتا

  .]8 [توانند داشته باشند بهتري در كنترل اين بيماري مي
از تيره   بادرنجبويهفارسيبا نام  Melissa officinalisگياه  

 كه به استفاده گسترده از آن در  ،است )Lamiaceae( نعناعيان
 و)  سال قبل از ميلاد300 تقريباً( Historia plantarum  كتب

Materia Medica) استناد  ) سال قبل از ميلاد80 تا 50 ريباًتق 
 اثر تنظيمي بر روي رفتار  داراي گياه بادرنجبويه.]9 [شده است

دهنده اختلالات  كاهش، بخش خفيف بوده و به عنوان آرام
م اختلالات عصبي كه شامل يخواب و تضعيف كننده علا

باشد، استفاده  پذيري مي هيجان و قابليت تحريك، استرس
روي سيستم  اين گياه همچنين اثر حفاظتي بر .]10[ دشو مي

عصبي دارد و به طور سنتي براي افزايش حافظه استفاده 
هاي مختلف گياه   عصاره تام و فراكسيون  همچنين.شود مي

 .]11[ باشند داراي اثر مهاركنندگي آنزيم كولين استراز مي
  خوبيپاد اكسايشيهاي  فعاليتگياه بادرنجبويه عصاره آبي 

دهد و به عنوان يك عامل احياكننده پرقدرت شناخته  نشان مي
عصاره اين گياه داراي اثر حفاظتي در برابر استرس .  شده است
كه از طريق  ،  ايجاد شده توسط عوامل اكسيداناكسايشي

شوند،  فرآيندهاي مختلف باعث ايجاد پراكسيداسيون ليپيد مي
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  و همكارانسپند

 

يماران مبتلا به مصرف عصاره اين گياه در ب. ]12[ باشد مي

توجه به اينكه  با. ]13 [م شده استيآلزايمر باعث بهبودي علا

 مكانيسم اثر ،اثرات نروپروتكتيو براي اين گياه ذكر شده است

آن ناشناخته است و هدف اين مطالعه بررسي اثرات 

نروپروتكتيو عصاره اتانولي اين گياه در برابر سميت بتاآميلوئيد 

  .باشد  مياكسايشيهاي استرس  ثير آن بر ماركرأو ت

  

   ها مواد و روش

  مواد

. دش ايران خريداري رپاستو  از انيستيتوPC 12رده سلولي 

استات  كلروفلوروسين دي  دي´7 ،2´ ،]25-35 [آميلوئيد پپتيد بتا
(DCFH2-DA)،3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide(MTT) ، تيوباربيتوريك 

ليزين  -D- پلي ، tetraethoxypropane-1,1,3,3 ،سيدا

(PDL) گيري فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز   كيت اندازهو

 ، RPMIمحيط كشت. شداز شركت سيگما خريداري 

از    (FBS) سرم جنين گاوي و  استرپتومايسين-سيلين پني

 .تهيه شد  (Gibco)شركت

  

  گيري از گياه روش عصاره

با Melissa officinalis ي خشك شده گياه ها عصاره برگ

 و 80:20آب : اتانولروش ماسراسيون با استفاده از حلال 

بعد از . دش به مدت چهار روز تهيه 1:10نسبت گياه به حلال 

 ساعت مخلوط حلال و عصاره صاف شده و 24گذشت هر 

 به دست آمدهعصاره . شد حلال جديد به تفاله گياه اضافه مي

 تا حد خشك 40قطير در خلا در دماي كمتر از با دستگاه ت

  ].14 [دششدن تغليظ 

  

   كشت سلول

 10 حاوي RPMI در محيط كشت  PC12هاي سلول

 واحد 100سيلين   پني)FBS( سرم جنين گاوي درصد

ليتر در  گرم در ميلي  ميلي100المللي و استرپتومايسين  بين

ن ليزي -D- استريل كشت سلول كوت شده باپلي فلاسك 

(PDL)  و فشارگراد  درجه سانتي 37 شرايط دماي و در   

  ].15 [ كشت داده شدندCO2  درصد5

  

 PC12هاي  بررسي اثر عصاره تام بر روي سلول

 خانه 96هاي  در پليت  cell/well  104ها با غلظت سلول

 ساعت بعد محيط 24كشت داده شدند و    PDLكوت شده با 

   تام در رنج غلظتي  با محيط حاوي عصارهها سلولكشت 

 24د و به مدت شتعويض گرم  ميكروگرم بر ميلي 01/0 - 100

 .ساعت ديگر با محيط حاوي عصاره تام انكوبه شدند

گرم  ميكروگرم بر ميلي 2000از استوك ، هاي موردنظر غلظت

ها  ميزان بقاي سلول .دشتهيه  PBS عصاره حل شده در بافر

وسيله سنجش فورمازان ه ببعد از سپري شدن زمان انكوباسيون 

  .]16[  مورد ارزيابي قرار گرفتMTTتوليد شده از احياي 

  

   بتاآميلوئيد توسط شده القا سميت بر تام عصاره اثرحفاظتي بررسي

 خانه 96هاي  در پليت cell/well 104  ها با غلظت سلول

 ساعت 24از  بعد .كشت داده شدند  PDLكوت شده با 

به محيط كشت ميكرومول  20  لظت نهاييبتاآميلوئيد با غ پپتيد

ميكرومول  1 با غلظت بتاآميلوئيد محلول استوك پپتيد. دشاضافه 

محلول استوك قبل از اضافه شدن به . دشدر آب مقطر تهيه 

 انكوبه گراد  درجه سانتي37محيط به مدت سه روز در دماي 

هاي تيمار  در گروه .د تا فرم تجمع يافته آن تشكيل شودش

بتاآميلوئيد با  ها يك ساعت قبل از اضافه كردن پپتيد سلول

ليتر  ميكروگرم بر ميلي 01/0 - 100 رنج غلظتي عصاره تام در

 ساعت بعد از اضافه كردن 24ميزان بقاي سلولي  .انكوبه شدند

  ].17 [بتاآميلوئيد مورد ارزيابي قرار گرفت پپتيد

  

   MTTسنجش

ها با  ت سلولبعد از اتمام زمان انكوباسيون محيط كش

  د و به هر خانه پليت شمحيط تازه تهيه شده تعويض 

  گرم بر   ميليMTT) 5از محلول استوك ميكروليتر  10
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. ..بررسي اثرات حفاظتي عصاره   

 

 ساعت در انكوباتور انكوبه 4د و به مدت شاضافه  )ليتر ميلي

    اضافه كردن بلورهاي فورمازان توليد شده با. شد

ر چاهك به ه )DMSO(متيل سولفوكسايد  ديميكروليتر  100

جذب نوري توسط دستگاه اليزا ريدر در طول موج . دشحل 

 نانومتر خوانده 630نانومتر در برابر طول موج رفرانس  540

  .]16 [شد

  

  آلدئيد دي گيري ميزان مالون اندازه

 پراكسيداسيون ليپيد جهت ارزيابي ميزانبراي بررسي 

 آلدئيد  دي  گيري ميزان مالون  از اندازه اكسايشياسترس

(MDA)پراكسيداسيون استفاده  ليپيد  توليد شده در فرايند

 1×106 در اين آزمايش سوسپانسيون سلولي حاوي. دشو مي

وسيله ه كوت شده ب اي   خانه6سلول به هر چاهك از پليت 

PDLساعت انكوباسيون در شرايط 24  بعد از.  انتقال داده شد 

ره گياهي با عصا .دشاضافه  آميلوئيد بتا كشت ذكر شده پپتيد

يك ساعت قبل از اضافه ليتر  ميكروگرم بر ميلي 10غلظت 

 .دشآميلوئيد به محيط اضافه  بتا كردن پپتيد

 .داده شدند  شستشوPBSها با   ساعت سلول24از  بعد

 EDTA 10ها از پليت از محلول  براي جدا كردن سلول

 40 ثانيه در 20ها به مدت  سپس سلول .استفاده شد ميكرومولار

هموژنيت سلولي براي  ازميكروليتر  10. ولت سونيكه شدند

به  .]18 [تعيين مقدار پروتئين به روش برادفورد برداشته شد

واكنشگر ميكروليتر  200  هموژنيت سلولي ازميكروليتر  100

 تيوباربيتوريك  درصد0/0 925 حاوي( تيوباربيتوريك اسيد

به د و ش اضافه) كلرواستيك اسيد  تري درصد75/3اسيد و 

حرارت داده شد  متر  درجه سانتي90 دقيقه در دماي 60مدت 

ها روي يخ  نمونهسپس . دشو ايجاد MDA-TBAتا پيوند بين 

سانتريفوژ نمودن بعد از  .داده شدند تا واكنش خاتمه يابد قرار

ي در طول موج يشدت جذب محلول رو g 1000ها در  نمونه

  .گيري شد ندازه نانومتر با دستگاه اليزا ريدر ا540

-1,1,3,3 ماده از استاندارد منحني رسم براي

tetraethoxypropaneبه عنوان ماده استاندارد استفاده شد  .

د و در شرايط شنظر تهيه هاي مختلف از استاندارد مورد رقت

ها با واكنشگر تيوباربيتوريك اسيد واكنش داده شد و  مشابه با نمونه

آلدئيد توليد شده  دي  ان مالونميز .دشمنحني استاندارد رسم 

  .]19[ گرم پروتئين گزارش شده است برحسب نانومول در ميلي

  

  گيري فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز اندازه

هاي با   پراكسيداز يكي از اعضاي خانواده آنزيمگلوتاتيون

باشد كه نقش پراهميتي در حفاظت  فعاليت پراكسيدازي مي

كند فعاليت   ايفا مياكسايشيي ها موجود زنده از آسيب

اين كيت . گيري شد اندازهكيت وسيله ه گلوتاتيون پراكسيداز ب

 مصرف شده توسط NADPHگيري ميزان  بر اساس اندازه

 آنزيم گلوتاتيون  .باشد  ميGR)(آنزيم گلوتاتيون ردوكتاز 

 به (GSH) پراكسيداز باعث اكسيد شدن گلوتاتيون احيا

گلوتاتيون اكسيد توليد . شود مي  (GSSG) گلوتاتيون اكسيد

وسيله آنزيم گلوتاتيون ردوكتاز ه  بNADPHشده با مصرف 

در اين واكنش ميزان مصرف  .دشو به حالت احيا تبديل مي

NADPHمتناسب است   با فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز 

توان از طريق جذب در طول موج   را ميNADPHو ميزان 

  .گيري نمود  نانومتر اندازه340

 6 سلول به هر چاهك از پليت 1×106 ها با غلظت سلول

 انتقال داده شدند و مشابه PDLوسيله ه اي كوت شده ب خانه

آلدئيد  دي گيري ميزان مالون روش توضيح داده شده براي اندازه

ها   بعد از انكوباسيون سلول.با بتاآميلوئيد و عصاره انكوبه شدند

 PBS بافر   ميكروليتر300 ا شده و درتريپسين از پليت جد با 

منتقل شدند و هموژنيت سلولي بعد    X  تريتون درصد1حاوي 

 g 3000 ها در دور از يك دوره فريز كردن و ذوب نمودن سلول

ي براي يد و از محلول روش دقيقه سانتريفوژ 10 مدت به

  .]20 [سنجش فعاليت آنزيم استفاده شد
  

  نش دهنده مشتق از اكسيژنهاي واك گيري مولكول ندازها

هاي واكنش دهنده مشتق از  تجمع درون سلولي مولكول

كلروفلوروسين   دي7´ ،2´اكسيژن با استفاده از روش 

 كلرو  دي.گيري شد  اندازه(DCFH2-DA)استات  دي

كه به  باشد فلورسنت مي استات يك تركيب غير فلوروسين دي
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ه اين تركيب ب. تواند از غشاي سلولي عبور كند راحتي مي
كلروفلوروسين  وسيله استرازهاي سلولي به تركيب دي

(DCFH) هاي  تواند در حضور گونه مي  هيدروليز شده و سپس
 كه خاصيت (DCF)كلروفلوروسئين  به تركيب دي فعال اكسيژن 

كلروفلوروسئين  تركيب دي. دشوفلورسنت بالايي دارد تبديل 
توان اين ماده فلورسنت را  توانايي خروج از سلول را نداشته و مي

 485با استفاده از دستگاه فلوسايتومتري در طول موج تحريكي 
بعد  .]21 [گيري نمود  نانومتر اندازه520نانومتر و طول موج نشري 

ها با بتاآميلوئيد و عصاره  از سپري شدن زمان انكوباسيون سلول
ي  حاو PBS ها توسط تريپسين از پليت جدا شده به بافر سلول
غلظت  استات با كلروفلوروسين دي  دي7´،  2´ وmM 5.6 گلوكز
 دقيقه در اين شرايط 45و به مدت  منتقل شدند  Mµ 10نهايي 

ها سانتريفيوژ شدند و رسوب سلولي در  سپس نمونه. انكوبه شدند
شدت فلورسنت با استفاده از  . معلق شدند PBS ليتر بافر  ميلي1

  .گيري شد  اندازه)ساخت كشور آمريكا ،  BD( دستگاه فلوسايتومتري
  

  هاي آماري بررسي
 به صورت سه بار تكرار انجام شده است ها تمامي آزمايش

 و تجزيه. ده استشو نتايج به صورت درصد كنترل بيان 

 آماري افزار نرم از استفاده با نمودارها ها و رسم داده تحليل
GraphPad Prism 4براي مقايسه . صورت گرفت 

 one - way هاي مورد مطالعه از تست آماري هاي گروه نميانگي

ANOVA و post test:Newman-Keuls دش استفاده.  
  

  نتايج

  PC12هاي  اثر عصاره تام بر روي سلول
 ساعت 24ها بعد از   ميزان بقاي سلولبررسينتايج 

 نشان داده شده 1 شماره راتام در نمودانكوباسيون با عصاره 
هاي   هيچ يك از غلظت دهد كه ان ميبررسي آماري نش. است

 اثر سمي بر روي )p>05/0 (داري يكار رفته به طور معنه ب
   .ها ندارند سلول
  

سميت گياه بادرنجبويه بر عصاره تام  بررسي اثرات حفاظتي

   PC12هاي در سلول] 25- 35 [آميلوئيد بتا  پپتيدناشي از سلولي
 ساعت 24 د كهنده نتابج حاصل از اين آزمايش نشان مي

آميلوئيد باعث سميت چشمگيري  بتا پپتيدها با  انكوباسيون سلول
و اين كاهش در ) 2 شماره رانمود( شود   ميها سلولدر اين 

ميزان بقاي سلولي در اين گروه نسبت به گروه كنترل از نظر 
اضافه كردن عصاره گياهي .  است )p>001/0 (دار  معني آماري

 به صورت وابسته به دوز باعث كاهش قبل از پپتيد بتاآميلوئيد
به  .دار است شود كه از نظر آماري معني سميت اين پپتيد مي

 100  و10،  1هاي  گياهي با غلظتتام عصاره طوري كه 
نسبت به گروه كنترل هم اختلاف ليتر  ميكروگرم بر ميلي

 هاي عصاره كاملاً اين غلظت دهند و داري نشان نمي يمعن
آميلوئيد محافظت  بتا ابر سميت پپتيدها را در بر سلول

 Graph Padافزار حاسبه شده با استفاده از نرمم  EC50.نمايد مي

Prism4 ميكروگرم  33/0 براي اين اثر حفاظتي عصاره معادل
  .باشد ميليتر  بر ميلي

  

ــبررســي  ــر  أت ــه ب ــاه بادرنجبوي ــام گي ــدثير عــصاره ت  ليپي

  ئيدآميلو  بتا  پپتيد  ازپراكسيداسيون ناشي 
ها با استفاده از منحني  آلدئيد موجود در نمونه  ديمالونميزان 

حسب  د و نتايج برشآلدئيد تعيين مقدار  استاندارد مالون دي
 با .)3 شماره نمودار( دشها بيان   ميزان پروتئين موجود در نمونه

د كه شدست آمده و آناليز آماري مشخص ه توجه به نتايج ب
آميلوئيد  بتا  گروهي كه در معرض در آلدئيد  دي مالونميزان 

 )p>001/0 (داري يبودند نسبت به گروه كنترل اختلاف معن
آلدئيد در  دي دارد كه اين نكته بيانگر اين است كه مقدار مالون

اين گروه نسبت به گروه كنترل افزايش چشمگيري داشته 
به علاوه گروهي كه فقط در معرض عصاره تام بودند از  . است

داري  آلدئيد با گروه كنترل تفاوت معني دي يزان مالوننظر م
ندارد به اين معني كه خود عصاره باعث پراكسيداسيون ليپيد 

كار ه آميلوئيد ب  به همراه بتا هنگامي كه اين عصاره شود و نمي
رود اين توانايي را دارد كه از پراكسيداسيون ليپيد توليد شده  مي

   . نمايدوسيله بتاآميلوئيد جلوگيريه ب
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تلاف در برابر گروه  اخ  PC12 001/0<***p  ،01/0<**pهاي  سلول در ئيدآميلو  بتا  پپتيدتام گياه بادرنجبويه بر سميت عصاره اثر  -2 شماره نمودار

  .دهد  اختلاف در برابر گروه كنترل را نشان مي   ++p +++ ،01/0< p>001/0، بتاآميلوئيد
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،  گروه بتاآميلوئيد اختلاف در برابر p*** >001/0 پپتيد بتا آميلوئيد  ناشي از  تام گياه بادرنجبويه بر پراكسيداسيون ليپيدعصاره اثر  -3نمودار شماره 

001/0< +++ p دهد  اختلاف در برابر گروه كنترل را نشان مي.  

  

  مطالعه مورد هاي گروه در پراكسيداز گلوتاتيون فعاليت آنزيم بررسي

آميلوئيد باعث كاهش  بتا دست آمده پپتيده براساس نتايج ب

هاي  چشمگيري در فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز در سلول

PC12 كه در  در حالي .شود نسبت به گروه كنترل مي

هاي انكوبه شده با  و سلول هاي در معرض عصاره تنها سلول

آميلوئيد به همراه عصاره ميزان فعاليت اين آنزيم با گروه  بتا

بنابراين عصاره تام گياه . داري ندارد كنترل تفاوت معني

تيون  گلوتا ثيري در فعاليت آنزيمأبادرنجبويه به تنهايي ت

تواند از كاهش فعاليت  كه مي پراكسيداز ندارد در حالي

وسيله بتاآميلوئيد جلوگيري ه گلوتاتيون پراكسيداز القا شده ب

  .)4نمودار شماره  (نمايند

  

  هاي فعال اكسيژن گيري گونه نتايج آزمايش اندازه

 هاي فعال اكسيژن را در ميزان توليد گونه 5  شمارهنمودار

طور كه از نمودار   همان.دهد العه نشان ميهاي مورد مط گروه

هاي  آميلوئيد باعث افزايش توليد گونه  بتا  پپتيد مشخص است

شود كه مواجهه قبلي با عصاره تام قبل از  فعال اكسيژن مي

هاي  تواند از افزايش توليد گونه آميلوئيد مي بتا اضافه كردن پپتيد

  .لوگيري نمايدوسيله اين پپتيد جه فعال اكسيژن القا شده ب

  

  گيري  و نتيجهبحث

اثر حفاظتي عصاره تام گياه بادرنجبويه در    حاضرمطالعه در

آميلوئيد مورد  بتا وسيله پپتيده برابر سميت سلولي القا شده ب

با  عصاره تام اين گياهد شارزيابي قرار گرفت و مشخص 

 حفاظتي كاملي  اثرليتر  ميكروگرم بر ميلي1 هاي بالاتر از غلظت

 هسته اصلي ]1 -  41 [آميلوئيد بتا  پپتيد. نمايد ايجاد مي

باشد و نشان داده  هاي پيري در مغز بيماران آلزايمري مي پلاك

شده است كه اين پپتيد در حيوانات آزمايشگاهي و در كشت 

آميلوئيد  بتا  همچنين پپتيد .]22 [هاي عصبي سمي است سلول

 كه محتوي محدوده هيدروفيليك و آميلوئيدي بتا( 25 - 35

از پپتيد   كه يك قطعه كوچكتر)باشد هيدروفوبيك مي

و در  باشد اثرات سمي مشابه دارد مي] 1-41 [بتاآميلوئيد

براي القاء سميت   25-35بتاآميلوئيد  مطالعات زيادي از پپتيد

  .]21،23 [استفاده شده است
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 +++ p>001/0 اختلاف در برابر گروه بتاآميلوئيد،  p***>001/0. هاي مورد مطالعه وتاتيون پراكسيداز در گروه ميزان فعاليت آنزيم گل-4نمودار شماره 

  .دهد اختلاف در برابر گروه كنترل را نشان مي

  

  

  
، ف در برابر گروه بتاآميلوئيد اختلا، p***>001/0 .مورد مطالعههاي  گيري شده در گروه  اندازه(ROS) هاي فعال اكسيژن  مقدار گونه-5شماره نمودار 

 001/0< +++ p دهد اختلاف در برابر گروه كنترل را نشان مي.  
  

   آميلوئيد بتا  هاي سميت سلولي پپتيد يكي از مكانيسم

باشد كه اين   از طريق ايجاد استرس اكسيداتيو مي)35-25(

مساله در اين آزمايش به خوبي نشان داده شده است و با 

  كه دراين زمينه انجام شده است مطابقت داردمطالعات قبلي

هاي   باعث افزايش گونه)25-35(آميلوئيد  بتا پپتيد .]22، 24[

د و فعاليت آنزيم شو  ميPC12هاي  فعال اكسيژن در سلول
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دهنده آسيب  دهد كه نشان گلوتاتيون پراكسيداز را كاهش مي

ي آزاد ها در نتيجه راديكال و باشد  ميپاد اكسايشيهاي  آنزيم

د كه در نهايت شو توليد شده باعث پراكسيداسيون ليپيدها مي

دهد   نتايج مطالعه حاضر نشان مي .شود منجر به مرگ سلولي مي

وسيله ه زاي القا شده ب توان از چندين تغيير آسيب كه مي

 از طريق مواجهه با عصاره تام گياه )25-35(بتاآميلوئيد  پپتيد

  .بادرنجبويه جلوگيري نمود

،  )25-35( بتاآميلوئيد چنانچه قبل از اضافه كردن پپتيد اگر

 ساعت با عصاره تام گياه مواجهه شده PC12 ،1هاي  سلول

باشند، ميزان بقاي سلولي آنها در مقايسه با گروه مواجهه شده 

همچنين .  افزايش خواهد يافت )25-35( بتاآميلوئيد با پپتيد

وسيله ه كسيژن ايجاد شده بهاي فعال ا توليد افزايش يافته گونه

بتاآميلوئيد در پاسخ به مواجهه با عصاره تام گياهي كاهش  پپتيد

همچنين كاهش فعاليت آنزيم گلوتاتيون پراكسيداز . يابد مي

ها با  بتاآميلوئيد با مواجهه سلول وسيله پپتيده ايجاد شده ب

در نتيجه عصاره گياه . عصاره تام گياهي قابل جبران است

 اكسايشي پادتواند از طريق جبران توان دفاع  ويه ميبادرنجب

هاي فعال اكسيژن ايجاد شده از  سلول و پاكسازي گونه

له با أ سلول را حفظ نمايد كه اين مساكسايشيهاي  آسيب

كاهش ميزان پراكسيداسيون ليپيدها در گروهي كه با 

ه اين يافت . نمايان است،آميلوئيد و عصاره مواجه بودند بتا پپتيد

باشد كه توانايي حفاظت سلولي مشاهده شده را  بيانگر اين مي

 .]12 [ اين گياه نسبت داداكسايشي پادتوان به خصوصيت  مي

تواند به طور  دهد كه عصاره تام گياه مي اين نتايج نشان مي

بتاآميلوئيد  وسيله پپتيده  ايجاد شده باكسايشيثر از استرس ؤم

همي در مسيرهاي دفاع جلوگيري كرده و نقش م  )35-25(

يندهاي آ در طول فراكسايشيسلولي بر عليه استرس 

  .نرودژنريتيو در بيماري آلزايمر داشته باشد

اند كه عصاره گياه بادرنجبويه  مطالعات قبلي نشان داده

 قوي دارد و قابليت پاكسازي پاد اكسايشيخاصيت 

ارا و نيتريك اكسايدرا د هاي آزاد آنيون سوپراكسيد راديكال

ابن گياه به تركيبات فنلي آن  پاد اكسايشيخاصيت  .باشد مي

تركيبات فنلي موجود در اين گياه از . شود نسبت داده مي

. باشند مشتقات هيدروكسي سيناميك اسيد و فلاونوئيدها مي

تركيب شناخته شده در اين گياه روزمارنيك اسيد و بيشترين 

تركيبات . باشند يبعد از آن كوماريك اسيد و كافئيك اسيد م

، naringin، hespiridin ،naringenin فلاونوئيدي گياه شامل

hesperetinپاد اين تركيبات خاصيت  براي همه.باشند  مي 

  .]25 [ذكر شده است اكسايشي

خواص  پاد اكسايشيبر اثر   براي عصاره اين گياه علاوه

 توانند در اثرات نروپروتكتيو اين ديگري ذكر شده است كه مي

دست آمده از سرشاخه هوايي ه  بعصاره. گياه نقش داشته باشند

  كولين اين گياه داراي خصوصيات مهاركنندگي آنزيم استيل

ي ي همچنين عصاره اين گياه حاوي اجزا.]11[ باشد استراز مي

 باشد كه تمايل به اتصال به رسپتورهاي نيكوتيني را دارند مي

كولين با بسياري از  هاي نيكوتيني استيل گيرنده. ]26،27[

هاي ادراكي پيچيده از  عملكردهاي مغزي به خصوص فعاليت

، كنترل  ، دريافت حواس حافظه ، يكپارچگي  ، يادگيري قبيل دقت

، دريافت درد و تنظيم حرارت بدن در  هاي حركتي فعاليت

هاي  نقش پاتولوژيك گيرنده. ]28،29 [باشند ارتباط مي

يماري آلزايمر كه با از بين رفتن كولين در ب نيكوتيني استيل

باشد به خوبي به اثبات  ها همراه مي تعداد زيادي از گيرنده

  .]30 [رسيده است

 گيرنده نيكوتيني ممكن است نه هاي آگونيستمواجهه با 

تنها از طريق تكميل انتقال كولينرژيك بلكه همچنين از طريق 

 باعث بهبود آميلوئيد حفاظت در برابر سميت القا شده توسط بتا

دهد كه تجويز  مطالعات باليني نشان مي. ]31 [دشوادراكي 

نيكوتين در بيماران مبتلا به آلزايمر باعث بهبود حافظه و درك 

 ديده شده كه نيكوتين اثر  in vitro در مطالعات .]32 [شود  مي

پيش درماني با . بتا دارد  آميلوئيد محافظتي بر سميت ناشي از پپتيد

هاي   نرون بتا بر روي آميلوئيد اعث كاهش سميت پپتيدنيكوتين ب

م أشود و انكوباسيون تو كورتيكال كشت داده شده رت مي

 آنتاگونيست رسپتورهاي - ها با نيكوتين و مكاميلامين سلول

  اثرات حفاظتي نيكوتين بر سميت ناشي از پپتيد–نيكوتيني 

ه رت را از بين هاي كورتيكال كشت داده شد بتا در نرون  آميلوئيد 

دهد كه اثرات حفاظتي نيكوتين از طريق  برد و نشان مي مي
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بتا در    آميلوئيد   پپتيد]33 [شود رسپتورهاي نيكوتيني اعمال مي

 هاي هيپوكامپ كشت داده شده رت باعث القا آپاپتوز از نرون

هاي فعال اكسيژن و فعاليت آنزيم  طريق افزايش ميزان توليد گونه

ه بتا ب آميلوئيد اين اثرات پپتيد شود و مي (caspase 3) 3 كاسپاز

و  شود ها با نيكوتين مهار مي وسيله پيش درماني سلول

انكوباسيون توام نيكوتين با مكاميلامين اين اثرات نيكوتين را 

تحريك رسپتورهاي  دهد اين مطالعه نشان مي. كند مهار مي

توز توسط و القا آپاپاكسايشي نيكوتيني باعث مهار استرس 

هاي هيپوكامپ كشت داده شده رت  آميلوئيد بتا در نرون پپتيد

توان فرض كرد  با توجه به مطالعات ذكر شده مي. ]34 [شود مي

رنجبويه با داشتن تركيباتي كه آگونيست  كه عصاره گياه باد

كند كه  گيرنده نيكوتيني هستند اثرات حفاظتي خود را اعمال مي

  .ه مطالعات بيشتر داردالبته اين فرضيه نياز ب

ترين تركيبي كه در عصاره گياه  طور كه ذكر شد مهم همان

نيك اسيد يك يرزمار. باشد نيك اسيد مييوجود دارد رزمار

اين  . داردپاد اكسايشيتركيب فنلي ساده است كه فعاليت 

هاي اكسيژن و راديكال  تركيب خاصيت پاكسازي راديكال

ارد و در مطالعه صورت گرفته بسيار فعال پروكسي نيتريت را د

نيك اسيد اثر محافظي در برابر يمشخص شده است كه رزمار

نيك يرزمار. كند ايجاد مي  آميلوئيد بتا سميت سلولي ناشي از پپتيد

يند آهاي فعال اكسيژن فر گيري گونه اسيد از شكل

  و فعال شدن كاسپازDNA پراكسيداسيون ليپيد شكسته شدن

 ايجاد PC12هاي  آميلوئيد در سلول بتا وسيله پپتيده  كه ب3

نمايد همچنين مانع هيپرفسفوريلاسيون  د جلوگيري ميشو مي

است  همچنين قادر نيك اسيديرزمار. ]35 [دشو مي پروتئين تاو

از اين طريق هم  و ]11 [آنزيم كولين استراز را مهار كند

تواند اثرات حفاظتي خود را اعمال كند و اثرات حفاظتي  مي

استراز در سميت ناشي از  هاي آنزيم كولين ركنندهمها

 از جمله تركيبات فنلي .]7[ آميلوئيد شناخته شده است بتا پپتيد

باشد  مي گردد تركيب كافئيك اسيد ديگر كه در گياه يافت مي

بوده و قادر است كه از پاد اكسايشي اين تركيب داراي اثرات 

علاوه در تحقيقات ه ب. آميلوئيد جلوگيري نمايد اثرات سمي بتا

صورت گرفته مشخص شده است مهار ورود كلسيم يكي از 

هاي اصلي است كه كافئيك اسيد در حفاظت از  مكانيسم

هاي عصبي در برابر سميت القا شده توسط  سلول

ده شهمچنين به خوبي مشخص . كند آميلوئيد اعمال مي بتا پپتيد

ن تائو است كه اين تركيب قادر است كه از فسفوريلاسيو

  ].36 [جلوگيري نمايد

بر تركيبات ذكر شده فوق كه اثرات نروپروتكتيوي   علاوه

آنها مطالعه شده است عصاره گياه بادرنجبويه حاوي تركيبات 

باشد كه اثرات نروپروتكتيوي آنها مطالعه نشده  متعددي مي

توانند در اثر حفاظتي ديده شده از عصاره  است و هر كدام مي

گرچه اثرات .  اين مطالعه نقش داشته باشند در اين گياه

 باشد و سينرژيكي احتمالي اين تركيبات هم دور از انتظار نمي

  .باشد نياز به مطالعات بيشتر در اين زمينه مي

  

منابع

1. Blennow K, de Leon MJ and Zetterberg H. 
Alzheimer’s disease. Lancet 2006; 368: 387 – 403. 
2. Hardy J and Dennis J. The Amyloid Hypothesis 
of Alzheimer’s Disease: Progress and Problems on 
the Road to Therapeutics. Science 2002; 297 
(5580): 353 - 6. 
3. Butterfield AD, Drake J, Pocernich C and 
Castegna A. Evidence of oxidative damage in 
Alzheimer’s disease brain: central role for amyloid 

β-peptide. TRENDS in Molecular Medicine 2001; 
7: (12): 548 - 54. 
4. Christen Y. Oxidative stress and Alzheimer 
disease. Am. J. Clin. Nutr. 2000; 71: 621 – 9. 
5. Aliev G, Obrenovich ME, Reddy VP, Shenk 
JC, Moreira PI, Nunomura A, Zhu X, Smith MA, 
Perry G. Antioxidant therapy in Alzheimer's 
disease: theory and practice. Mini Rev Med Chem. 
2008; 8 (13): 1395 - 406. 

83 

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

 

 

  و همكارانسپند

 

6. Schliebs R. Basal forebrain cholinergic 
dysfunction in Alzheimer's disease-
interrelationship with beta-amyloid, inflammation 
and neurotrophin signaling. Neurochem. Res. 2005; 
30: 895 - 908. 
7. Lane RM, Kivipelto M and Greig NH. 
Acetylcholinesterase and its inhibition in 
Alzheimer disease. Clin. Neuropharmacol. 2004; 
27: 141 - 9. 
8. Carreiras MC and Marco JL. Recent approaches 
to novel anti-Alzheimer therapy. Curr Pharm Des. 
2004; 10: 3167 - 75. 
9. Mrlianova MD. Tekelova M, Felklova J, Toth P 
Musil and Grancai D. Comparison of the quality of 
Melissa officinalis L. cultivar Citra with Mellissas 
of European origin. Pharmacospsychiatry 2001; 
34: 20 - 21. 
10.  Blumenthal M, Lemon Balm Monograph. The 
Complete German Commission E 
Monographs:Therapeutic Guide to Herbal 
Medicines. 1st ed. American BotanicalCouncil, 
1998, pp: 160 – 1. 
11.  Dastmalchi K, Ollilainen V, Lackman P, af 
Gennäs BG, Dorman HJ, Järvinen PP, Yli-
Kauhaluoma J, Hiltunen R. Acetylcholinesterase 
inhibitory guided fractionation of Melissa 
officinalis L. Bio. & Med. Chem. 2009; 17: 867 – 
71. 
12.  Pereira RP, Fachinetto R, de Souza Prestes A, 
Puntel RL, Santos da Silva GN, Heinzmann BM, 
Boschetti TK, Athayde ML, Bürger ME, Morel 
AF, Morsch VM, Rocha JB. Antoxidant Effects of 
Different Extracts from Melissa officinalis, 
Matricaria recutita and Cymbopogon citrates. 
Neurochem. Res. 2008; 34: 973 - 83. 
13.  Akhondzadeh S, Noroozian M, Mohammadi 
M, Ohadinia S, Jamshidi AH and Khani M. 
Melissa officinalis extract in the treatment of 
patients with mild to moderate Alzheimer’s 
disease: a double blind, randomized and 

placebocontrolled trial. J. Neurol. Neurosurg. 

Psychiatr. 2003; 74: 863 – 6. 
14.  Committee of Iranian Herbal Pharmacopoeia. 
Iranian Herbal Pharmacopoeia. Ministry of Health 
and Medical Education. Tehran, 2002, p: 24. 
15.  Dan Qiao, Frederic J. Seidler, Theodore A. 
Slotkin, Oxidative mechanisms contributing to the 
developmental neurotoxicity of nicotine and 
chlorpyrifos. Toxicology and Applied 

Pharmacology 2005; 206: 17 – 26. 
16.  Da Hua Shi, Jun HuaWu, Hui Ming Ge, Ren-
Xiang Tan, Protective effect of hopeahainol A, a 
novel acetylcholinesterase inhibitor, on hydrogen 
peroxide -induced injury in PC12 cells. 
Environmental Toxicology and Pharmacology 
2009; 28: 30 – 6. 
17.  Qiu xiao X, Wang R, Fan Han Y, Tang XT. 
Protective effect of huperzine A on beta –amyloid 
25-35 induced oxidative injury in rat 
phechromocytoma cells. Neurosciense letters, 
2005; 286: 155 - 8. 
18.  Bradford MM. A Rapid and Sensitive Method 
for the Quantitation of Microgram Quantities of 
Protein Utilizing the Principle of Protein-dye 
binding, Anal. Biochem. 1976; 72: 248 - 54. 
19.  Lucio G. Costa, Ernest Hodgson, David 
A.Lawrenc; Terence R. Ozolins, Reed DJ and 
Greenlee WF. Assessment of Cell Toxicity, 
Measurement of Lipid Peroxidation, Current 
Protocols in Toxicol. John Wiley & Sons Inc. 
1999, Chapter 2, Section 4, pp: 3 – 5. 
20.  Glutathione Peroxidase Assay Kit, BioVision 
Research Products. 
21.  Yu-song GE, Wei-ya T and Chao-dong Z. 
Protective effect of cyclophilin A against 
Alzheimer’s amyloid beta-peptide (25-35)-induced 
oxidative stress in PC12 cells. Chin. Med. J. 2009; 
122: 716 – 24. 
22.  Butterfield DA. Amyloid beta-peptide (1-42)-
induced oxidative stress and neurotoxicity: 
implications for neurodegeneration in Alzheimer's 

84

www.SID.ir

www.SID.ir


Arc
hive

 of
 S

ID

  ، مدويازدهم، دوره فصلنامه گياهان دارويي، سال 

  1391، زمستان  مسلسل چهل و دومشماره

 

. ..بررسي اثرات حفاظتي عصاره   

 

disease brain. A Review. Free Radic Res. 2002; 
36: 1307 - 13. 
23.  Qiu xiao X, Wang R, Fan Han Y, Tang XT. 
Protective effect of huperzine A on beta –
amyloid25-35 induced oxidative injury in rat 
phechromocytoma cells. Neurosciense letters 
2005; 286: 155 - 58. 
24.  Butterfield DA. Beta-Amyloid-associated free 
radical oxidative stress and neurotoxicity: 
implications for Alzheimer's disease. Chem. Res. 

Toxicol. 1997; 10: 495 – 506. 
25.  Dastmalchia K, Damien Dormana HJ, Pa¨ ivi 
P. Oinonena, Darwisd Y, Into Laaksoa, Hiltunena 
R. Chemical composition and in vitro antioxidative 
activity of a lemon balm (Melissa officinalis L.) 
extract, LWT, 2008; 41: 391 – 400. 
26.  Wake G, Court J, Pickering A, Lewis R, 
Wilkins R, Perry E. CNS acetylcholine receptor 
activity in European medicinal plants traditionally 
used to improve failing memory. J. 

Ethnopharmacol. 2000; 69: 105 – 14. 
27.  Perry N, Court G, Bidet N, Court J, Perry E. 
European Herbs with cholinergic activities: 
potential in dementia therapy. Int. J. Geri Psy 
1996; 11: 1063 – 9. 
28.  Clementi F, Fornasari D, Gotti C. Neuronal 
nicotinic receptors, important new players in brain 
function. Eur. J. Pharmacol. 2000; 393: 3 – 10. 
29.  Paterson D, Nordberg A. Neuronal nicotinic 
receptors in the human brain. Prog. Neurobiol. 
2000; 61: 75 – 111. 
30.  Newhouse PA, Potter A, Kelton M, Corwin J. 

Nicotinic treatment of Alzheimer’s disease. Biol. 

Psychiatry 2001; 49: 268 – 78. 
31.  Kihara T, Shimohama S, Sawada H, Kimura J, 
Kume T, Kochiyama H, Maeda T, Akaike A. 
Nicotinic receptor stimulation protects neurons 
against beta-amyloid toxicity. Ann. Neurol. 1997; 
42: 159 – 63. 
32.  Jones GM, Sahakian BJ, Levy R, Warburton 
DM, Gray JA. Effects of acute subcutaneous 
nicotine on attention, information processing and 
short-term memory in Alzheimer’s disease. 
Psychopharmacol. 1992; 108: 485 – 9. 
33.  Kihara T, Shimohama S, Sawada H, Kimura J, 
Kume T and Kochiyama H. Nicotinic receptor 
stimulation protects neurons against beta-amyloid 
toxicity. Ann. Neurol. 1997; 42: 159 – 63. 
34.  Qiang L, Baolu Z. Nicotine attenuates b-
amyloid peptide-induced neurotoxicity, free radical 
and calcium accumulation in hippocampal 
neuronal cultures. British J. Pharmacol. 2004; 141: 
746 – 54. 
35.  Iuvone T, De Filippis D, Esposito G and Izzo 
A. The Spice Sage and its active ingredient 
rosmarinic acid protect PC12 cells from amyloid-β 
peptide-induced neurotoxicity. J. Phar and 

Experther. 2006; 319: 1143 - 9. 
36.  Donggeun S, Hyo-Shin K, Dongho L, Seong 
Soo J, Kwang Woo H, So-Young P. Protective 
effect of caffeic acid against beta-amyloid-induced 
neurotoxicity by the inhibition of calcium influx 
and tau phosphorylation. Life Sciences 2009; 84 (8 
- 9): 257 - 62. 
 

 

85 

www.SID.ir

www.SID.ir

